肺癌是当今世界上对人类健康危害最大的恶性肿瘤之一，小细胞肺癌（small cell lung cancer, SCLC）是一种侵袭性恶性肿瘤，约占肺癌的13%，侵袭力强，恶性程度高^\[[@b1]\]^。其临床特点为：肿瘤细胞倍增时间短，进展快，常伴内分泌异常或类癌综合征^\[[@b2]\]^。幼虫巨大致死基因（Lethal giantlarvae, *Lgl*）是在果蝇里发现的抑癌基因，目前已经发现Lgl在人类的同源基因*LLGL1*也同样担负着抑癌基因的作用^\[[@b3]\]^。人*LLGL1*基因位于17号染色体近着丝点区，近来的分子学研究显示这一区域可能存在与神经外胚层肿瘤相关基因。目前已有报道^\[[@b4]-[@b6]\]^显示LLGL1在乳腺癌、胃癌等多种癌症中表达下降或不表达，提示LLGL1在肿瘤发生发展过程中起重要作用。miRNA是一类具有蛋白调控功能的内源性非编码小分子RNA，长度大约22个核苷酸。miRNA参与细胞发育、器官生成、细胞增殖及凋亡等多种细胞生命活动，并且在控制肿瘤的起始和进展中发挥重要作用^\[[@b7],\ [@b8]\]^。现己发现不同的miRNA在多种肿瘤疾病中具有不同功能，可能为癌基因，降低其表达能够抑制肿瘤细胞的生长；也可能为抑癌因子，降低其表达会导致肿瘤的发生^\[[@b9],\ [@b10]\]^。因此对miRNA深入研究可以为肺癌的诊断及治疗提供新的方向。本研究旨在探究miR-665在SCLC中的作用，分析miR-665通过靶向调控LLGL1对SCLC细胞生物学行为的影响，并为SCLC预后分子标志物提供新的靶点。

1. 材料和方法 {#s1}
=============

1.1. 研究样本采集 {#s1-1}
-----------------

收集2017年12月-2018年12月期间本院51例SCLC手术患者肿瘤标本及癌旁正常组织标本作为研究对象，其中男38例，女13例，平均（57.1±9.4）岁。见[表 1](#Table1){ref-type="table"}。所有患者术前均未进行化学治疗，所有新鲜标本离体后，均迅速液氮冷冻保存，并经术后病理确诊。以上标本获得本院伦理委员会同意及家属签字认可，操作符合临床实验伦理规范。

###### 

小细胞肺癌患者临床资料（*n*=51）

Clinical data of patients with small cell lung cancer (*n*=51)

  Characteristic          *n*   \%
  ----------------------- ----- -------
  Gender                         
    Male                  38    74.51
    Female                13    25.49
  Operative type                 
    Pulmonary lobectomy   25    49.02
    Total pneumonectomy   11    21.57
    Sleeve resection      9     17.65
    Wedge resection       6     11.76
  Pathological stage             
    IIa                   16    31.37
    IIb                   5     9.80
    IIIa                  20    39.22
    IIIb                  10    19.61
  T stage                        
    T1                    6     11.76
    T2                    29    56.86
    T3                    8     15.69
    T4                    8     15.69
  N stage                        
    N0                    6     11.76
    N1                    12    23.53
    N2                    33    64.71

1.2. 细胞培养与转染 {#s1-2}
-------------------

SCLC细胞株NCI-H1688和NCI-H446细胞用含10%胎牛血清、100 U/mL链霉素和100 U/mL青霉素的RPMI-1640培养基，置于37 ℃、5% CO~2~培养箱中培养。将生长状态良好的细胞铺于6孔板，约5×10^5^个/孔，待细胞在6孔板中的生长融合度至70%时，按照转染试剂Lipofectamine^TM^ 2000试剂说明书转染NC-inhibitor、miR-665 inhibitor或siLLGL1。

1.3. qRT-PCR {#s1-3}
------------

使用Trizol从细胞系和组织样品提取总RNA，按照反转录试剂盒的说明书将提取的总RNA反转成cDNA。按照qRT-PCR试剂盒（11791200, Thermo Fisher Scientific, Inc）说明书进行进行PCR反应。miR-665表达水平以U6为内参，LLGL1表达水平以GAPDH为内参，qRT-PCR结果以2^-△△CT^值计算得到。

1.4. 双荧光素酶报告基因实验 {#s1-4}
---------------------------

采用TargetScan（http://www.targetscan.org）预测miR-665与LLGL1的潜在结合位点。构建LLGL1野生型3'-UTR荧光素酶报告基因质粒pMIR-LLGL1-wt和突变型报告基因质粒pMIR-LLGL1-Mut。在NCI-H1688细胞中共转染miR-NC或miR-665 mimics以及pMIR-LLGL1-wt或pMIR-LLGL1-Mut，在NCI-H446细胞中共转染NC-inhibitor或miR-665 inhibitor以及pMIR-LLGL1-wt或pMIR-LLGL1-Mut。转染24 h后，加入裂解液裂解15 min。使用双荧光素酶报告系统（Promega Corporation）分析了荧光素酶的活性。

1.5. Western blot {#s1-5}
-----------------

采用RIPA裂解液提取细胞或组织蛋白，遵照BCA法测定蛋白浓度，加入缓冲液后变性蛋白。按每泳道以50 μg蛋白进行12% SDS-PAGE电泳分离蛋白，将蛋白转移到PVDF膜上，5%脱脂奶粉37 ℃封闭1 h。加入一抗LLGL1抗体（1:500, ab39292, Abcam）和GAPDH抗体（1:1, 000, ab181602, Abcam），4 ℃孵育过夜。加入辣根过氧化物酶标记的二抗（1:1, 000, ab150077, Abcam），室温孵育1 h。ECL液暗室发光显影，采集图像并分析。

1.6. 免疫组化 {#s1-6}
-------------

组织标本石蜡包埋后进行连续石蜡切片。石蜡切片置于65 ℃烤箱中过夜，然后梯度脱蜡、水化。在组织切片上加入3% H~2~O~2~，阻断内源性过氧化物酶。切片置于柠檬酸盐缓冲液并采用微波加热法以修复抗原。加入5%的正常羊血清封闭，室温孵育20 min。加入一抗LLGL1抗体（1:100），4 ℃过夜。加入辣根过氧化物酶标记的二抗（1:200），37 ℃孵育30 min。滴加辣根酶标记链霉卵白素工作液，37 ℃孵育30 min。采用DAB显色后，苏木精室温染色2 min，然后脱水和中性树脂封片。

1.7. CCK8法 {#s1-7}
-----------

NCI-H446细胞、NCI-H1688细胞按1×10^4^个/孔接种于96孔板，每孔200 µL细胞悬液，常规培养24 h后，参照CCK-8试剂盒操作说明书操作向每孔加入10 µL CCK-8溶液，37 ℃孵育1 h-2 h后，用酶标仪测定450 nm处的吸光度。

1.8. 流式细胞法 {#s1-8}
---------------

NCI-H446细胞、NCI-H1688细胞用预冷的PBS重悬，将细胞悬液加入预冷的70%乙醇中固定，置于4 ℃过夜。去除乙醇后，加入100 μL RNase A，37 ℃水浴30 min，接着添加400 μL PI染色并混匀，4 ℃避光30 min，最后用流式细胞仪检测细胞周期。

1.9. Transwell迁移实验 {#s1-9}
----------------------

NCI-H446细胞、NCI-H1688细胞用无血清悬浮细胞，调整细胞密度为1×10^6^个/mL，上室中加入100 μL细胞悬液；在下室加入600 μL含10%胎牛血清的培养基；置于37 ℃、5% CO~2~培养箱中培养24 h。取出小室后用PBS淋洗3次；将小室置于95%乙醇中固定5 min；在0.5%结晶紫染色液中染色10 min后，用PBS漂洗去除未结合细胞的染色液。用棉签轻拭去小室滤膜上层的细胞，在显微镜下观察滤膜下层细胞。侵袭实验：将Matrigel凝胶置于4 ℃过夜；次日将液化的Matrigel凝胶用无血清的细胞培养基以1:6的比例稀释。随后加入50 μL Matrigel稀释液到上室以包被滤膜；置于孵箱中4 h令包被液晾干。剩余步骤同Transwell细胞迁移实验。

1.10. 细胞划痕实验 {#s1-10}
------------------

NCI-H446细胞、NCI-H1688细胞接种于6孔板上，当细胞汇合度达到80%-90%时，用200 μL的移液器枪头在正中央位置划一直线，形成单层细胞间的划痕。利用PBS冲洗将脱落的细胞冲洗掉，直至空中无脱落细胞存在。最后加入无血清的DMEM培养基，并分别于0 h、12 h显微镜下拍照，整理统计数据。

1.11. 建立肺癌裸鼠移植瘤模型 {#s1-11}
----------------------------

选用BALB/c裸鼠12只，4周龄左右，体重13 g-17 g。动物饲养于22 ℃恒温，40%-75%湿度，12 h光/暗周期条件下，自由获取水和食物。所有裸鼠随机分为NC-inhibitor组（*n*=6）和miR-665 inhibitor组（*n*=6）。NCI-H446细胞转染NC-inhibitor或miR-665 inhibitor（B03001，上海吉玛制药技术有限公司）后，配置成浓度约为1×10^7^/mL单细胞悬液，并分别以0.2 mL/只接种于裸鼠左前上肢腋下处皮下。接种后定期观察，3周后采用颈椎脱臼法处死全部裸鼠，剥离瘤体，称重，拍照，甲醛固定。所有操作均获得河北医科大学第四医院实验动物福利伦理委员会同意，动物伦理编号为IACUC-4^th^ Hos Hebmu，操作符合动物实验伦理规范。

1.12. 统计学方法 {#s1-12}
----------------

采用SPSS Statistics 22.0统计软件进行统计学分析，数据以均数±标准差（Mean±SD）表示，两组间以两单独样本*t*检验，三组或三组以上的比较采用*one-way ANOVA*，*P* \< 0.01为差异显著。

2. 结果 {#s2}
=======

2.1. miR-665在肺癌组织中的表达以及对LLGL1的靶向调控 {#s2-1}
---------------------------------------------------

采用qRT-PCR检测肺癌组织和癌旁正常组织中miR-665的表达水平，如[图 1A](#Figure1){ref-type="fig"}所示，miR-665在肺癌组织中的表达水平明显高于癌旁正常组织（*P* \< 0.01）。采用TargetScan预测miR-665的潜在靶基因，结果显示，miR-665在LLGL1的3'-UTR区域具有潜在的结合位点（[图 1B](#Figure1){ref-type="fig"}）。在NCI-H1688细胞中共转染pMIR-LLGL1-wt或pMIR-LLGL1-Mut以及miR-NC或miR-665 mimics后进行双荧光素酶报告基因实验，结果显示，共转染pMIR-LLGL1-wt和miR-665 mimics时，荧光素酶活性明显降低（*P* \< 0.01），而共转染pMIR-LLGL1-Mut和miR-665 mimics时，荧光素酶活性无明显变化（[图 1C](#Figure1){ref-type="fig"}）。将pMIR-LLGL1-wt或pMIR-LLGL1-Mut以及NC-inhibitor或miR-665 inhibitor共转染进NCI-H446细胞后发现，miR-665 inhibitor能明显增强pMIR-LLGL1-wt的荧光素酶活性（*P* \< 0.01），而对pMIR-LLGL1-Mut的荧光素酶活性无明显影响（[图 1D](#Figure1){ref-type="fig"}）。采用qRT-PCR和Western blot检测转染后的各组细胞中miR-665和LLGL1的表达水平，结果显示，转染miR-665mimics的NCI-H1688细胞中miR-665的表达水平较miR-NC对照组明显升高（*P* \< 0.01），LLGL1的mRNA和蛋白表达明显降低（*P* \< 0.01）。而转染miR-665 inhibitor的NCI-H446细胞中miR-665的表达水平较NC-inhibitor对照组明显降低（*P* \< 0.01），LLGL1的mRNA和蛋白表达明显升高（*P* \< 0.01）（[图 1E](#Figure1){ref-type="fig"}-[图 1G](#Figure1){ref-type="fig"}）。

![miR-665在肺癌组织中的表达以及对LLGL1的靶向调控。A：qRT-PCR检测肺癌组织和癌旁正常组织中miR-665的表达水平；B：TargetScan预测miR-665与LLGL1的潜在结合位点；C和D：双荧光素酶报告基因实验检测荧光素酶活性；E：qRT-PCR检测miR-665的表达水平；F：qRT-PCR检测LLGL1的mRNA表达水平。G：Western blot检测LLGL1蛋白的表达水平。\*\**P* \< 0.01。\
Expression of miR-665 in SCLC tissues and its targeting regulation of LLGL1. A: The expression of miR-665 in SCLC tissues and adjacent normal tissues was detected by qRT-PCR; B: TargetScan predicted potential binding sites for miR-665 and LLGL1; C and D: Double luciferase reporter assay was used to detect luciferase activity; E: The expression of miR-665 was detected by qRT-PCR; F: The mRNA expression of LLGL1 was detected by qRT-PCR; G: The expression of LLGL1 protein was detected by Western blot. \*\**P* \< 0.01. SCLC: small cell lung cancer.](zgfazz-23-4-223-1){#Figure1}

2.2. LLGL1在肺癌组织中的表达 {#s2-2}
----------------------------

采用免疫组化检测肺癌组织和癌旁正常组织中LLGL1的表达水平，如[图 2A](#Figure2){ref-type="fig"}所示，相比癌旁正常组织，肺癌组织中LLGL1的阳性信号明显降低（*P* \< 0.01）。qRT-PCR和Western blot检测结果也显示，肺癌组织中LLGL1的mRNA和蛋白表达明显低于癌旁正常组织（*P* \< 0.01）（[图 2B](#Figure2){ref-type="fig"}，[图 2C](#Figure2){ref-type="fig"}）。

![LLGL1在肺癌组织中的表达。A：免疫组化检测肺癌组织和癌旁正常组织中LLGL1的表达水平（bar=20 μm）；B：Western blot检测肺癌组织和癌旁正常组织中LLGL1的表达水平；C：qRT-PCR检测肺癌组织和癌旁正常组织中LLGL1的mRNA表达水平。\*\**P* \< 0.01。\
Expression of LLGL1 in SCLC tissue. A: The expression of LLGL1 in SCLC and normal tissues was detected by immunohistochemistry (bar=20 μm); B: The expression of LLGL1 in SCLC and normal tissues was detected by Western blot; C: The mRNA expression of LLGL1 in SCLC and normal tissues was detected by qRT-PCR. \*\**P* \< 0.01.](zgfazz-23-4-223-2){#Figure2}

2.3. miR-665和LLGL1对肺癌细胞增殖、周期、侵袭和迁移的影响 {#s2-3}
---------------------------------------------------------

在NCI-H446细胞中转染NC-inhibitor或miR-665 inhibitor以及共转染miR-665 inhibitor和siLLGL1。采用CCK8法检测细胞转染后的增殖能力。如[图 3A](#Figure3){ref-type="fig"}所示，转染miR-665 inhibitor的细胞增殖能力较对照组明显降低，而干扰LLGL1的表达后，增殖能力则明显升高（*P* \< 0.01）。流式细胞法检测结果显示，抑制miR-665的表达能明显降低S期细胞比值，但干扰LLGL1的表达则能诱导S期阻滞（*P* \< 0.01）（[图 3B](#Figure3){ref-type="fig"}）。Transwell实验结果显示，转染miR-665 inhibitor能抑制细胞的侵袭及迁移能力，但siLLGL1能逆转这种抑制效果（*P* \< 0.01）（[图 3C](#Figure3){ref-type="fig"}）。采用细胞划痕实验对细胞的迁移能力检测结果同Transwell迁移实验结果一致（[图 3D](#Figure3){ref-type="fig"}）。另一方面，在NCI-H1688细胞中转染miR-NC或miR-665 mimics以及共转染miR-665 mimics和LLGL1并重复上述实验，结果显示，过表达miR-665能明显促进细胞的的生物学行为，但这种促进效果会被LLGL1逆转（[图 4A](#Figure4){ref-type="fig"}-[图 4D](#Figure4){ref-type="fig"}）。

![miR-665 inhibitor和siLLGL1对肺癌细胞增殖、周期、侵袭和迁移的影响。A：CCK8法检测细胞的增殖能力；B：流式细胞法检测细胞的S期比值；C：Transwell检测细胞的侵袭和迁移能力（bar=25 μm）；D：细胞划痕实验检测细胞的迁移能力（bar=25 μm）。\*\**P* \< 0.01。\
Effects of miR-665 inhibitor and siLLGL1 on proliferation, cycle, invasion and migration of SCLC cells. A: The proliferation ability of cells was detect by CCK8 assay; B: S-phase fraction of cells was detected by flow cytometry; C: The cell invasion and migration was detected by Transwell (bar=25 μm); D: The migration ability of cells was measured by wound healing (bar=25 μm). \*\**P* \< 0.01.](zgfazz-23-4-223-3){#Figure3}

![miR-665 mimics和LLGL1对肺癌细胞增殖、周期、侵袭和迁移的影响。A：CCK8法检测细胞的增殖能力；B：流式细胞法检测细胞的S期比值；C：Transwell检测细胞的侵袭和迁移能力（bar=25 μm）；D：细胞划痕实验检测细胞的迁移能力（bar=25 μm）。\*\**P* \< 0.01。\
Effects of miR-665 mimics and LLGL1 on proliferation, cycle, invasion and migration of SCLC cells. A: The proliferation ability of cells was detect by CCK8 assay; B: S-phase fraction of cells was detected by flow cytometry; C: The cell invasion and migration was detected by Transwell (bar=25 μm); D: The migration ability of cells was measured by wound healing (bar=25 μm). \*\**P* \< 0.01.](zgfazz-23-4-223-4){#Figure4}

2.4. miR-665在肺癌裸鼠移植瘤模型中的作用 {#s2-4}
----------------------------------------

将转染了NC-inhibitor或miR-665 inhibitor以及miR-NC或miR-665 mimics的NCI-H446细胞接种于裸鼠皮下构建肺癌裸鼠移植瘤模型。21 d后检测结果显示，相比对照组，miR-665 inhibitor组裸鼠的肿瘤体积和重量均明显降低（*P* \< 0.01）（[图 5A](#Figure5){ref-type="fig"}，[图 5B](#Figure5){ref-type="fig"}，[图 5G](#Figure5){ref-type="fig"}）。Western blot检测结果显示，miR-665 inhibitor组裸鼠肿瘤组织中LLGL1蛋白的表达明显降低于对照组（*P* \< 0.01）（[图 5C](#Figure5){ref-type="fig"}）。而过表达miR-665则产生相反的结果（[图 5D](#Figure5){ref-type="fig"}-[图 5F](#Figure5){ref-type="fig"}，[图 5H](#Figure5){ref-type="fig"}）。

![miR-665在肺癌裸鼠移植瘤模型中的作用。A和D：检测肿瘤体积；B和E：检测肿瘤重量；C和F：Western blot检测肿瘤组织中LLGL1蛋白的表达；G和H：各组移植瘤图片。\*\**P* \< 0.01。\
The role of miR-665 in a nude mouse xenograft model of SCLC. A and D: tumor volumes; B and E: tumor weights; C and F: the expression of LLGL1 protein in tumor tissues was detected by Western blot; G and H: the images of xenografts. \*\**P* \< 0.01.](zgfazz-23-4-223-5){#Figure5}

3. 讨论 {#s3}
=======

miRNA具有广泛的基因调节功能，在多种生物学活动包括细胞分化、增殖、凋亡和细胞周期改变等过程中发挥重要的调控作用，如果此过程中miRNA表达异常，将引起细胞生命进程的紊乱和疾病的发生^\[[@b11]\]^。近年来miR-655已证实与多种疾病的发生发展有关，Yang等^\[[@b12]\]^研究证明包括miR-655在内的7种miRNAs在2型糖尿病出现异常表达。Chang等^\[[@b13]\]^研究发现在食管鳞癌中miR-655呈现高表达，可以抑制食管鳞癌细胞增殖和侵袭，同时在患者的预后过程中发挥负调控作用。虽然目前已报道了多种miRNA同肺癌的发病机理有关^\[[@b14]-[@b16]\]^，但miR-665在SCLC中的作用尚鲜有报道。在本研究中，我们发现miR-665在SCLC组织中的表达水平明显高于癌旁正常组织，提示miR-665表达水平的异常变化可能和肺癌存在相关性。

miRNA通过与靶mRNA的3\'-UTR的完全或不完全碱基配对结合而使靶mRNA降解或翻译抑制，对细胞分化、增殖、凋亡等生物过程进行调节，目前估计人类30%的基因可能被miRNA调控^\[[@b17],\ [@b18]\]^。因此，研究miRNA的作用机制，需首先要认识miRNA与其靶基因的相互作用。本研究通过TargetScan发现LLGL1的3'-UTR区域可能存在位点与miR-665形成互补结合。我们进一步通过双荧光素酶报告基因实验验证LLGL1是否为miR-665的靶基因，结果显示，miR-665 mimics能抑制pMIR-LLGL1-wt的荧光素酶活性，miR-665 inhibitor能增强pMIR-LLGL1-wt的荧光素酶活性，而两者对pMIR-LLGL1-Mut的荧光素酶活性均无明显影响。并且qRT-PCR和Western blot检测结果也证明了miR-665能负性调控LLGL1的mRNA和蛋白表达。这些结果表明miR-665能直接靶向作用于LLGL1。

Lgl最先在果蝇中被发现，其主要作用在于调节细胞极性，参与细胞分化、增殖、迁移、黏附和转化。LLGL1为Lgl的人类同源基因，有研究^\[[@b19]\]^显示，它的失活很可能与人类肿瘤的发生发展有密切关系。越来越多的证据表明LLGL1在各种人类肿瘤中起着抑制作用。Kuphal等^\[[@b20]\]^研究发现在黑色素瘤中LLGL1通过下调MMP2和MMP14的表达并促进E-钙粘蛋白的表达来促进细胞黏附、抑制细胞迁移。在本研究中，qRT-PCR、Western blot和免疫组化实验结果均显示LLGL1在肺癌组织中的表达水平较癌旁正常组织明显降低，这与以往研究结果类似，提示其具有肿瘤抑制作用。为分析miR-665对肺癌细胞生物学行为的影响及其作用机制，我们利用NCI-H446细胞、NCI-H1688细胞进行了一系列细胞实验。结果显示，抑制miR-665的表达可以抑制肺癌NCI-H446细胞的增殖、S期细胞比值、侵袭和迁移能力，但是干扰LLGL1能逆转这种抑制效果，随后我们上调miR-665的表达，发现可以促进肺癌NCI-H1688的增殖、S期细胞比值、侵袭以及迁移能力，但这种促进效果同样被LLGL1的过表达逆转。这提示我们miR-665是通过靶向调控LLGL1从而促进肺癌细胞生物学行为。为进一步验证miR-665在SCLC中的作用，本研究构建了肺癌裸鼠移植瘤模型。我们观察到抑制miR-665能上调LLGL1蛋白的表达并抑制肿瘤的生长。但过表达miR-665则产生相反的效果。该结果与体外实验一致，表明miR-665在肺癌中发挥促癌基因的作用。

综上所述，本研究观察到miR-665在SCLC组织中存在异常高表达，下调其表达能抑制肺癌细胞的增殖、S期阻滞、侵袭和迁移，抑制肺癌裸鼠移植瘤的生长。并进一步阐明了miR-665是通过靶向调控LLGL1在SCLC中发挥促癌基因的作用。

The authors declare that they have no competing interests.

**Author contributions**

Liu RF conceived and designed the study. Liu RF and Cui YZ performed the experiments. Zhang LL and Xu ZH analyzed the data. Liu RF and Cui YZ provided critical inputs on design, analysis, and interpretation of the study. All the authors had access to the data. All authors read and approved the final manuscript as submitted.
